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〔論文審査の要旨〕 
 
 有機リン剤は，農薬として世界中で広く使用されているが，神経剤として戦争やテロに
悪用されることが大きな社会問題となっている。その一般的な作用機序は，アセチルコリ
ンエステラーゼ（AChE）を阻害することにより引き起こされることが知られている。し
かし近年，いくつかの有機リン剤において DNA 障害，ミトコンドリアの機能不全，炎症
応答などの AChE 阻害を介さない毒性機序の存在が示唆・報告されている。これら有機リ
ン剤の引き起こす多岐に渡る毒性を解明することは，有機リン中毒に対する最適な治療や
予後に対処するうえで非常に重要である。本研究では，AChE 阻害を介さない毒性機序の
解明を目的に，有機リン剤の一つであり，地下鉄サリン事件で使用されたサリンに注目し，
当研究室にて合成したサリンと同様のリン酸基を持つ有機リン剤 bis(isopropyl 
methyl)phosphonate（BIMP）を用いてヒト神経芽細胞腫由来細胞株 SK-N-SH 細胞に対
する毒性機序を検討した。SK-N-SH 細胞は DMEM に 10％FBS と 1％抗生物質を添加し
た培地で培養した。BIMP を暴露し細胞毒性を検討する際には薬剤の強い効果を検討する
ため FBS の濃度を 1％に落とした培地を用い BIMP を種々の濃度，時間で暴露し検討し
た。まず，SK-N-SH 細胞に BIMP を暴露すると細胞は形態変化や空胞形成を示し，細胞
 
死を起こし浮遊する細胞が増加した。また MTT アッセイにおいては BIMP 濃度依存的に
細胞活性が低下し，LDH アッセイにおいては BIMP の濃度依存的に細胞傷害性の増加が
示された。以上の結果より BIMP は SK-N-SH 細胞において細胞の形態変化を伴う細胞毒
性を示すことが明らかになった。次に BIMP による細胞死のタイプを明らかにするためウ
ェスタンブロット法を用いてアポトーシス細胞死に関係する caspase-9， caspase-3，
PARP の検討を行った。BIMP は SK-N-SH 細胞に対し濃度依存的に caspase-9， caspase-3
の切断を誘導し，caspase-3 の標的のひとつである PARP の切断を増加させ，時間依存的
に caspase-3 の切断を誘導した。以上の結果より BIMP はアポトーシス細胞死を誘導する
ことが明らかになった。また，caspase-9 の切断を介するアポトーシス細胞死はミトコンド
リア経路であることが知られることから，BIMP の暴露によりミトコンドリアの機能不全
を引き起こしてアポトーシス細胞死を誘導することが示唆された。さらに，近年有機リン
剤による炎症応答においてその発現上昇が報告されている COX-2 に注目し， BIMP 暴露
による COX の発現をウェスタンブロット法にて検討した。その結果，BIMP は SK-N-SH
細胞に対して，時間依存的に COX-2 の発現を上昇させたが，COX-1 には影響を与えなか
った。以上より BIMP は COX-2 の発現上昇を伴う炎症反応を示すことが示唆された。ま
た，非ステロイド性抗炎症薬(NSAIDs)の中で非選択的 COX 阻害剤である ibuprofen で処
置することで BIMP による毒性が減弱されることが認められた。ibuprofen は BIMP によ
る細胞活性の減少を抑制し，さらに，caspase-3 の切断を抑制した。また興味深いことに，
ibuprofen は BIMP による COX-2 の発現上昇も抑制することが観察された。ibuprofen は
通常 COX の酵素活性を阻害することで PGs の合成を抑制することで知られる。しかし近
年の研究において ibuprofenはCOXの活性阻害以外にも神経系の保護作用が示唆されてい
る。本検討においても ibuprofen のもつ神経保護作用が BIMP の毒性を減弱させたのでは
ないかと推察される。以上の結果より，SK-N-SH 細胞に対し BIMP を暴露することで引
き起こされる細胞死と炎症反応は NSAIDs である ibuprofen により抑制できることが示唆
された。本研究では，BIMP は SK-N-SH 細胞におけるミトコンドリアの機能障害を誘導
し，アポトーシス細胞死を引き起こすことを明らかにした。また，COX-2 の発現上昇を誘
導し炎症反応を引き起こす可能性が示唆された。さらに，ibuprofen が，BIMP によるアポ
トーシス細胞死と COX-2 の発現上昇を抑制することを発見した。しかしながら，BIMP に
よる毒性の中心的な標的はいまだ不明であり，またその毒性を減弱させた ibuprofen の作
用についても更なる検討が必要と考える。 
 以上の結果から，本研究は BIMP の神経細胞に対しミトコンドリア経路でのアポトーシ
ス細胞死を誘導することと COX-2 発現上昇を伴う炎症反応を引き起こすことを明らかに
し，さらに ibuprofen が BIMP の毒性を減弱することを報告した点で高く評価される。よ
って審査委員会委員全員は，本論文が著者に博士（医学）の学位を授与するのに十分価値
あるものと認めた。 
 
